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Predlagam dva sistema za nadzorovano hitro aktivacijo tar¢nega proteina s pomocjo
ultrazvoka. Prvi sistem deluje preko povezovanja dveh nefunkcionalnih proteinskih domen
(split protein) v funkcionalno enoto s pomocjo proteinskih vijacnic (coiled coil). Drugi sistem
nadzoruje aktivnost proteina preko transkripcije s pomocjo split dCas9 proteinov, na katere
bi vezali aktivatorsko regijo. Sistemase lahko uporabljata lo¢eno ali v kombinaciji.

Ultrazvok (UZ) predstavlja neinvaziven, varen ter dobro nadzorljiv signal, ki je sposoben
prodreti v globlja tkiva brez izgube jakosti'.Raziskovalna skupina Ibsen in sod. je identificirala
membranski mehanoreceptor in ionski kanal TRP-4, ki je odziven na ultrazvoéne signale. Ob
obsevanju z nizkotla¢nim ultrazvokom se kanal¢ek odpre in spusti v citosol kalcijeve ione.
Avtorji raziskave so prav tako pokazali, da vnos genov za TRP-4 naredi transgeni organizem
ob&utljiv na ultrazvok *. Oja¢anje ob&utljivosti na UZ signalso dosegli z dodajanjem
mikroskopskih zraénih mehurckov, ki so se ob obstreljevanju z UZ deformirali, zdruzevali in
razpadali.Stevilne bakterije in arheje so sposobne tvoriti mikroskopske mehurcke, z
izraZzanjem genov za proteine, ki tvorijo ovoj mehurc¢ka®®. Tako ima cianobakterija Anabaena
flos-aguae mehurcke sestavljene iz dveh proteinskih komponent, GVPa in GVPc?. Z vnosom
genov za proteine ovoja mehurcka (GVPa, GVPc) v nas delavni organizem, bi lahko povecali
obcutljivost organizma na ultrazvok, brez potrebe po dodajanju mehurckov.

Vdor kalcija v celico je moZno pretvoriti v fizioloski odziv preko raznih proteinov, ki preidejo
strukturne spremembe ob vezavi kalcija*. Eden takénih proteinov je calmodulin®. Ob vezavi
kalcija in tar¢nega peptida (npr. peptidM13, ki je taréna vezavna sekvenca na lahki verigi
miozinske kinaze skeletnih misic za calmodulin) se preoblikuje calmodulin v zaprto
konformacijoG. Meister G. In Joshi N. sta kombinirala lastnost calmodulina, da ob vezavi
kalcija spremeni svojo obliko iz odprte v zaprto, s tehnologijo fragmentiranih proteinov (split
proteins). Pri metodi split proteins se funkcionalno aktiven protein razdeli na dve neaktivni
domeni, ki se ob ponovni zdruzZitvi ponovno aktivirata. Z vnosom calmodulina med encim
TEM1beta laktamazo sta avtorja razdelila encim na dve enoti, ki sta bili med sabo zadosti
lo€eni, da sta postali neaktivni. Ob prisotnosti kalcija je calmodulin spremenil konformacijo v
zaprto obliko, s ¢Cimer sta enoti beta laktamaze prisli zadosti skupaj in tako ponovnoaktivirali
encim’.

Obstaja mnogo proteinov, ki so uporabni za split protein tehnologijo®. Dobro raziskan primer
proteaze je proteaza iz tobacnega virusa (TEVp), ki je Ze bila uporabljena za split protein
tehnologijo, z dimerizacijo dosezeno preko kemicnih induktorjev dimerizacije (CID). TEVp je
uporaben tudi zato, ker v ¢loveSkem proteomu ni sekvence, ki bi jo TEVp razrezala, zaradi
¢esar lahko dosezemo specifi¢ni razrez samo v vneSenih motivihTEVp prepoznavne sekvence
(TRS — TEVp substrate recognition sequence)®.



Predlagana sprememba je, da bi dosegli ponovno dimerizacijo TEVp s pomocjo zgoraj
opisanega calmodulin-M13 sistema, namesto s pomocjo CID. Na ta nadin bi delovanje
proteaze lahko nadzorovali s pomocjo ultrazvoka.

Aktivirana TEVp lahko nadalje aktivira druge split proteine preko razreza TRS. To se da doseci
s strategijo auto inhibiranih alfa heliks vija¢nic (coiled coil — CC ), kjer na oba dela
fragmentiranega proteina dodamo alfa heliks vijacnici, povezani preko povezovalne (linker)
sekvence s TRS motivom. Ob aktivaciji TEVp ta odreZe stran inhibitorno alfa vijac¢nico, kar
omogoti povezavo dveh fragmentov v funkcionalno enoto preko prostih alfa vijaénic’.
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Slika 1: Shematski prikaz aktivacije encima (Fluc) preko obstreljevanja z ultrazvokom

Preko CC zdruZeni protein je lahko Ze konéni produkt, kjer je aktivnost regulirana preko
logicnih vrat s pomocjo proteaznega razreza TRS motiva.Drugi nacin prav tako koristi
strategijo auto inhibiranih CC na fragmentiranih proteinih, le da razdeljeni protein ne bi bil
koncni produkt, temvec Cas9 protein z odstranjeno nukleazno funkcijo (dCas9) ter dodano
aktivatorsko domeno (npr. VPR). Cas9 se da uspesno razdeliti v dve neaktivni podenoti, ki
ponovno pridobita aktivnost ob svoji zdruzitvi. Prav tako je na ta nacin mozno aktivirati
izrazanje tarénih genov preko dodatka aktivatorske regije na dCas9™. z variiranjem guide
RNA sekvence bi bilo mozno ciljati prakti¢no vse regije v genomu. Prav tako bi bilo smiselno,
glede na taréno sekvenco, poskusiti kombinirati aktivacijo izraZzanja z demetilacijo (v primeru
metilirane DNA na tarcni regiji), tako da bi na dCas9 poleg aktivatorja vezali Se demetilazo.



Dosedaniji poskusi so dosegli zdruzitev razdeljenega Cas9 s pomocjo CID (rapamicina), zato je
novi predlog poskusiti aktivirati razdeljeni dCas9 preko CC.

Metode

Za delovne celice bi uporabili HEK 293 celice. Gene za vneSene proteine bi namnozili s PCR
ter vnesli v plazmidne vektorje''. Za preverjanje uspesnosti metode, bi kot konéni produkt
(aktivirani protein) uporabili split luciferazo'?, s &imer bi lahko preverjali odzivnost metode z
merjenjem sproscene svetlobe.Mesto za vnos calmodulina med TEVp, mesta za razdelitev
luciferaze ter mesto dodatkaalfa heliks vija¢nic bi dolociliiz Ze znane literature. Prav tako bi s
pomocjo literature dolocili povezovalne strukture ter TRS® med segmenti konstruktov.
Plazmide bi namnoziliv DH5a celicah ter jih nato izolirali s pomocjo izolacijskih kitov.
Primernost sekvence bi preverjali s sekvenciranjem. Plazmide bi zme3ali skupaj v
transfekcijske mesanice, v katere bi zraven dodali Se plazmid z yfp ali gfp, s Cimer bi lahko
preverjali uspesnost transfekcije s pomocjo qPCR ali z opazovanjem fluorescence pod
mikroskopom. Pripravili bi tudi negativne kontrole brez vnesenih konstruktov in z vneSenim
yfp/gfp plazmidom. Kot dodatne kontrole bi uporabili tudi plazmide z nedelujocimi
proteazami in neprilegajo¢imi CC peptidi ter plazmid z aktivno (non-split) luciferazo za
pozitivno kontrolo.

HEK celice bi 24h pred izvedbo transfekcije nacepili v zadostnem Stevilu na plosce in jih
inkubirali v inkubatorju na 37°C. Plazmide bi skupaj transfecirali v HEK 293 celice z
dodatkom polietilenimina (PEI) transfekcijskim meSanicam in nato dodatkom transfekcijske
mesanice s PEIl k celicam. Po dveh dnevih bi izvedli poskus z obstreljevanjem celic z
ultrazvokom®. Prisotnost mehurékov bi preverili pod mikroskopom.V primeru slabe
produkcije mehurékov, bi te lahko posebej pripravili in jih dodali v gojis¢e®.Pred
obstreljevanjem bi dodali k celicam luciferin, ki bi deloval kot substrat za skupaj sestavljeno
luciferazo. Oddano svetlobo bi merili z luminometrom®® v €asovnih intervalih, z zacetkom
nekaj minut po obstreljevanju z ultrazvokom. Uspesnost metode bi dolocali s primerjanjem
aktivacije split luciferaze s pozitivno kontrolo (non-split luciferazo). Rezultate bi prikazali kot
aktivnost encima v ¢asovnem obdobju, kjer bi lahko merili v kolikSnem ¢asu pride do odziva
ter kdaj pride do najviSje aktivnosti.

Preverjanje aktivacije izrazanja s dCas9:VPR bi prav tako lahko preverjali preko tarénega
izrazanja gena za luciferazo. V tem primeru bi gen za (aktivno, non-split) luciferazo stabilno
vnesli v HEK celice z virusno transdukcijo®, medtem ko bi preostale konstrukte vnesli v celice
s transfekcijo plazmidnih vektorjev.

Metodo aktivacije bi lahko po poskusih s split luciferazo poskusili aplicirati tudi na druge
encime, ki se jih da razdeliti na dve neaktivni enoti. Ob uspeSnem delovanju bi naslednji
korak lahko bil poskus doseci stabilno ekspresijo konstruktov v testnih Zivalih, na primer
miskah. Na ta nacin bi lahko z vstavitvijo genov pod tkivno specificne promotorje dosegli
obcutljivost na ultrazvok samo v specifi¢nih celicah. Tak pristop bi omogodil hitro aktivacijo
celiénih signalnih poti in drugih metabolnih procesov, brez ¢asovnih zamikov. S tem bi lahko



raziskovali celi¢ne procese z zelo dobro dolocljivim ¢asom aktivacije. Tak pristop bi prakti¢no

odstranil potrebo po invazivnih posegih v testni organizem, kot na primer pri podobnih

optogenetskih metodah. S poznavanjem ¢asa aktivacije proteina bi lahko bolj natanéno

dolocali delovanje in vlogo aktiviranega proteina v celici.
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